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摘要 : 应 用 半 定 量 RT-PCR 方法 和 Southem 杂交 技术 ， 系 统 地 研究 了 生长 激素 (GH) 基因 在 蓝 太 阳 鱼 垂体 
外 组 织 中 的 表达 情况 。 在 建立 检测 蓝 太阳 鱼 GH mRNA 表达 的 半 定 量 RT-PCR 扩 增 条 件 之 后 ， 分 别 对 蓝 太阳 鱼 
雄性 幼 鱼 〈6 月 龄 ) 和 雄性 成 鱼 〈1 年 龄 ;的 12 个 组 织 部 位 中 GH mRNA 的 表达 进行 了 检测 。 结 果 表 明 ， 除 了 
在 垂体 之 外 ， 还 在 肌肉 、 性 腺 、 鳃 、 心 脏 、 脑 、 肾 脏 6 个 组 织 检测 到 GH mRNA 的 表达 ， 但 各 组 织 间 的 表达 水 
平 存在 差异 ， 而 在 脾脏 、 肝 脏 、 胃 3 个 组 织 未 检测 到 表达 ; 肌肉 组 织 中 的 表达 水 平 从 幼 鱼 到 成 色 后 明显 提高 ， 
同时 观察 到 在 幼 鱼 和 成 鱼 的 性 腺 组 织 中 存在 着 较 高 水 平 的 表达 。 本 研究 表明 ，GH 基因 在 蓝 太阳 鱼 的 垂体 外 组 
织 中 存在 着 广泛 的 表达 ， 由 此 提示 ， 蓝 太阳 鱼 GH 可 能 以 旁 分 洲 或 自分 泌 的 方式 对 其 生长 繁殖 起 着 重要 的 作用 。 
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The Profile of Growth Hormone Gene Expression 
in Extrapituitary Tissues of Lepomis cyanellus 
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(1. School of Life Sciences & Biotechnology, Nanhua University, Hengyang 421001, China; 2. Institute of Aquatic Economical Animal 
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Abstract: By semi-quantitative RT-PCR method and Southern blotting technology, growth hormone (GH) gene ex- 
pression was determined in extra-pituitary tissues of green sunfish, Lepomis cyanellus. After the condition of semi-quanti- 
tative RT-PCR was established, 12 tissues of 6 months old (larvae stage) and 1 year old (mature stage) male L. cyanellus 
were detected. The results showed that GH gene was expressed in muscle, gonad, gill, heart, brain, and kidney in differ- 
ent level besides pituitary gland, and that no GH expression was detected in spleen, liver and stomach. Unexpectedly and 
interestingly, GH expression in muscle of adult fish was distinctly higher than that of sexually immature fish. In addition, 
the transcript levels of GH mRNA in the gonad of larvae and adult fishes were high. The data presented here provide the 
first systematic report of universal GH gene expression in extra-pituitary tissues in fish, suggesting that GH through au- 


tocrine or paracrine pathway exerted its possible important local physiological function during development and growth of 
L. cyanellus. 
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生长 激素 〈growth hormone，GH) 是 由 脑 垂 体 ”GH 与 肝 细胞 膜 受 体 结合 后 ， 刺 激 肝 细胞 中 类 胰岛 
分 泌 的 具有 广泛 生理 活性 的 多 肽 ， 通 过 血液 循环 运 ” 素 生长 因子 工 的 表达 ， 直 接 促 进 细胞 的 分 裂 而 导致 
送 到 靶 器 官 ， 再 通过 激活 靶 细 胞 膜 上 的 受 体 来 实现 ”动物 的 生长 (Fkorini et al，1996)。 后 来 ， 在 肾脏 、 
其 生物 学 效应 。GH 受 体 主要 分 布 在 肝 细 胞 膜 上 ， ”心脏 和 肌肉 等 组 织 器 官 的 细胞 膜 上 也 发 现 了 GH 受 
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体 (Fraser et al，1990)， 并 且 发 现 GH 与 肌肉 等 靶 
器 官 上 的 受 体 结合 后 ， 直 接 影响 细胞 营养 物质 的 分 
泌 及 代谢 (Unshea et al，1992)。 最 近 ， 在 高 等 峭 
椎 动物 的 垂体 外 组 织 (extra-pituitary tissues ) 中 发 
现 有 GH 的 表达 ， 并 认为 这 些 在 垂体 外 组 织 表达 的 
GH 是 以 旁 分 泌 或 自分 泌 的 方式 在 行使 其 重要 的 生 
理 作用 (Harvey & Hull, 1997)。 目 前 ， 在 低 等 的 峭 
椎 动物 鱼 类 还 未 见 到 相关 的 报道 。 

半 定 量 反 转 录 - 聚合 酶 链 式 反 应 (semi-quanti- 
tative RT-PCR，sqRT-PCR) 是 近年 发 展 起 来 的 一 种 
简便 快速 、 高 度 特异 性 的 mRNA 定量 检测 方法 ， 
Chen et al (1999) 首先 利用 此 技术 检测 了 DAT 在 
人 脑 的 表达 。 蓝 太阳 鱼 ( Lepomis cyanellus ) 主要 分 
布 于 北美 内 陆 水 域 ， 繁 殖 周 期 短 、 个 体 小 ， 是 常用 
的 实验 用 鱼 。 本 研究 希望 利用 sqRT-PCR 技术 从 基 
因 表达 水 平 来 了 解 GH 在 蓝 太阳 鱼 垂 体外 组 织 中 是 
否 存在 表达 ， 以 及 在 不 同 发 育 阶 段 中 其 表达 是 否 存 
在 规律 ， 从 而 进一步 了 解 鱼 类 GH 是 否 也 能 以 旁 分 
洲 或 自分 泌 方式 对 其 生长 发 育 起 作用 。 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 鱼 和 试剂 

实验 鱼 为 蓝 太 阳 鱼 ， 采 自 广东 省 番禺 国家 级 罗 
非 鱼 良种 场 。 选 取 6 月 龄 幼 鱼 〈 雄 鱼 2 尾 ) 和 1 年 
龄 性 成 熟 〈 雄 鱼 2 尾 ) 蓝 太阳 鱼 ， 分 别 对 鱼 体 的 肌 
肉 、 心 脏 、 肝 脏 、 性 腺 、 鳃 丝 、 肾 脏 、 有 和 脾脏、 肠 、 
骨 、 下 上 丘脑、 垂体 、 全 脑 ( 除 去 下 丘脑 ) 等 12 个 
组 织 或 器 官 进 行 取样 ， 用 DEPC 水 清洗 样品 表面 残 
留 的 血液 ， 液 氮 速 冻 保 存 。 

RNA 提取 试剂 盒 购 自 Invitrogen 公司 ; RT-PCR 
试剂 盒 购 自 GIBcoBRL 公司 ; Taq 酶 购 自 MBI 公司 。 
地 高 辛 探 针 标记 试剂 盒 、anti-Dig-AP、CDP star 底 
物 检测 试剂 盒 为 Roche 公司 产品 。GeneGenome 专 
业 化 学 发 光 成 像 分 析 系 统 为 英国 SynGene 公司 产 
品 。 其 他 各 种 常用 试剂 为 国产 分 析 纯 产品 。 

1.2 方法 

1.2.1 总 RNA 的 提取 及 反 转 录 蓝 太阳 鱼 各 组 织 
样品 液 氮 速冻 运 回 实验 室 ， 在 Trizole 试剂 中 用 1 
mL 一 次 性 塑料 注射 器 匀 浆 ， 和 氯仿 抽 提 ， 蜡 丙 醇 沉 
淀 ， 适量 双 燕 水 溶解 总 RNA。 用 1% 琼 脂 糖 电泳 检 
测 RNA 的 质量 。 准 确 量 取 各 组 织 样品 总 RNA 1 ng， 
采用 3'AP 引物 和 逆转 录 酶 SuperSceriptMI RT 在 20 
红 反 应 体系 中 合成 EDNA。 


1.2.2 扩 增 引物 根据 蓝 太阳 鱼 GH 全 长 cDNA 
(Genebank 登录 号 : AY530822) 设计 一 对 引物 ， 位 
于 蓝 太阳 鱼 GH 基因 的 开放 读 码 框 内 ， 扩 增产 物 长 
度 为 570 bp。 

正义 链 : P1,5’ > TTCTGCTGTCGGTGGTGTC < 3 

反 义 链 : P2，5' > CAACCGTCAGGTAGGTCTCC 
<3’ 

1.2.3 sqRT-PCR 扩 增 ”分 别 取 蓝 太阳 鱼 各 组 织 5 
ng 反 转 录 产 物 为 模板 ， 以 Pl 和 P2 为 扩 增 引物 进 
行 sqRT-PCR 扩 增 。PCR 反应 液 总 体积 20 gxL， 含 
20 mmol/L TrisHCI (pH 8.4), 50 mmol/L KCl, 1.5 
mmol/L MgCl,, 两 种 引物 各 200 nmol/L， 四 种 
dNTP 200 umol/L，1 U Taq 聚合 酶 。 反 应 液 在 94 
% 预 变性 4 min; 94 民 变 性 45 s，56 乞 复 性 45 s， 
72 所 延伸 45 s，36 个 循环 ; 72 乞 保 温 10 min，4 
和 保存 。 选 择 18$ rRNA 作为 内 源 参 照 物 ， 扩 增 条 
件 为 : 以 各 组 织 5 ng 的 反 转 录 产 物 为 模板 ， 退 火 
温度 为 56 CC，19 个 循环 ， 其 他 条 件 同上 。 两 种 基 
因 扩 增 时 每 一 个 样品 都 做 三 个 平衡 管 ， 每 管 加 盖 矿 
物 油 。 两 种 基因 分 别 在 独立 的 管 中 扩 增 后， 以 1:1 
混合 ，1.5% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 。 

1.2.4 sqRT-PCR 产物 Southem blotting 分 析 ” 探 针 
的 合成 标记 采用 地 高 辛 PCR 标记 方法 ， 探 针 长 度 
为 220 bp， 按 试剂 盒 说 明 书 上 的 方法 合成 杂交 探 
针 。 

取 6 月 龄 和 1 年 龄 蓝 太 阳 鱼 各 组 织 的 sqRT- 
PCR 产物 进行 琼脂 糖 凝 胶 电 访 后 ， 将 DNA 用 NaOH 
变性 后 转移 至 带 正 电 荷 的 尼龙 膜 上 ， 经 过 预 杂 交 、 
杂交 、 洗 膜 、 封 闭 、 加 地 高 辛 抗体 等 步骤 ， 然 后 在 
化 学 发 光 检测 系统 上 进行 信号 的 检测 。 用 族 胶 成 像 
系统 核酸 定量 分 析 软 件 Quantity One (BioRAD) 对 
杂交 信和 号 进行 光 密 度 扫描 定量 ， 以 蓝 太 阳 鱼 GH 
mRNA 与 18S rRNA 的 比值 表示 GH mRNA 的 表达 
水 平 。 


2 结 果 


2.1 6 月 龄 蓝 太 阳 鱼 GH mRNA 在 各 组 织 部 位 的 
分 布 

应 用 sqRT-PCR 方法 和 RT-PCR Southem 方法 

对 6 月 龄 蓝 太 阳 鱼 12 个 组 织 部 位 的 GH mRNA 表达 

进行 分 析 ， 结 果 在 脾脏 、 肝 脏 、 肠 、 胃 4 个 部 位 未 

检测 到 表达 ， 而 在 其 余 8 个 部 位 均 检 测 到 表达 ; 同 

时 发 现 肌肉 组 织 在 进行 Southern 杂交 后 出 现 两 个 条 
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带 (图 1A，B)。 每 个 部 位 的 GH mRNA 表达 量 通 。 性 腺 其 次 ， 肌 肉 、 心 脏 、 鳃 丝 、 肾 脏 、 脑 较 低 (图 
过 与 相应 部 位 管家 基因 18S rRNA 表达 量 进行 比 ” 1C)。 

较 , 得 出 相对 表达 量 值 ， 结 果 垂 体 最 高 ， 下 丘脑 、 
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图 1 6 月 龄 蓝 太 阳 鱼 GH 在 各 组 织 部 位 的 相对 表达 情况 (C) 和 RT-PCR Southem 杂交 结果 {A,B) 
Fig. 1 Relative expression quantity (C) and the results of RT-PCR Southem blotting (A, B) of GH expres- 
sion products in tissues of 6 months old Lepomis eyanellus 
M: 标准 模版 (100 bp DNa ladder marker); St 骨 (Stomach); Hy; 下 丘脑 {Hypothalamus); Sp: 脾脏 (Spleen); L: 
肝脏 (Liver); K: 肾脏 (Kidney); I: 肠 (Intestine); B， 全 脑 (Brain); Gi; 鳃 “6 讶 ); He: 心脏 (Hean)，Go: 性 腺 


(Gonad); Mu; 肌肉 Muscle); P， 垂体 Pituitary)。 


2.2 1 年 龄 蓝 太 阳 鱼 GH mRNA 在 各 组 织 部 位 的 

分 布 

对 1 年 龄 蓝 太 阳 鱼 12 个 组 织 部 位 的 GH mRNA 
表达 进行 分 析 表 明 ， 在 垂体 、 肌 肉 、 悄 脏 、 肠 、 
脑 、 鳃 丝 、 心 胜 、 性 腺 8 个 组 织 部 位 检测 到 表达 ， 
而 在 胃 、 下 丘脑 、 脾 脏 、 肝 脏 4 个 组 织 部 位 检测 不 
到 表达 (图 24，B)。 将 每 个 部 位 的 CH mRNA 表 
达 量 与 相应 部 位 管家 基因 18S rRNA 表达 量 的 比较 
得 到 相对 表达 量 值 ， 结 果 垂 体 最 高 ， 肌 肉 、 性 腺 其 
次 ， 鳃 丝 、 脑 、 心 脏 、 肾 脏 、 肠 较 低 (图 2C)。 


3 分 析 与 讨论 


根据 真 核 生物 蛋白 质 的 表达 量 与 该 蛋白 的 mR- 
NA 水 平 具 相关 性 的 特点 ， 我 们 可 以 通过 对 目的 基 


因 mRNA 的 定量 分 析 而 了 解 目 的 基因 的 蛋白 表达 
水 平 。 传 统 的 mRNA 定量 检测 技术 如 Northern blot- 
ting 等 ， 检 测 灵 敏 度 较 低 。 由 于 有 机 体内 特异 mR- 
NA 含量 极 少 ， 且 在 各 项 操作 中 又 极 易 降解 ， 因 此 
对 只 含有 微量 或 极 少量 特异 基因 mRNA 的 组 织 或 
样品 来 说 ， 检 测 较为 困难 。 为 此 ， 近 年 发 展 了 另外 
两 种 mRNA 定量 检测 技术 一 一 核糖 核酸 保护 分 析 
(RPA) 和 RT-PCR 定量 检测 方法 。RPA 灵敏 度 比 
Northern blotting 要 高 15 ~ 150 倍 ， 但 操作 复杂 、 价 
格 昂贵 ， 较 难 善 及 。 而 各 种 定量 RT-PCR 技术 灵 丝 
度 比 RPA 还 要 高 很 多 倍 ， 且 操作 简单 快速 ， 不 需 
要 特别 贵重 的 检测 试剂 和 仪器 ， 因 而 被 研究 者 广泛 
使 用 。 

生长 激素 是 由 垂体 的 嗜 酸性 细胞 分 沁 的 ,目前 
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图 2 1 年 龄 蓝 太 阳 鱼 GH 在 各 组 织 部 位 的 相对 表达 情况 〔【C) 和 RT-PCR Southem 杂交 结果 (A, B) 
Fig. 2 Relative expression quantity (C) and the results of RT-PCR Southern blotting (A, B) of GH expres- 


sion products in tissues of 1 year old Lepomis cyanellus 
M: 标准 模版 【100 bp DNA ladder marker); St: 由 (Stomach); Hy: 下 丘脑 (Hypothalamus); Sp: 脾脏 (Spleen); 工 : 
肝脏 (Liver); KK; 肾脏 {Kidney); 1: 肠 (Intestine); B: 全 脑 (Brain); Gi: 鳃 (GL); He: 心脏 (Hearn); Go; 性 腺 


(Gonad); Mu: 肌肉 “Muscle); P: 垂体 【Pituitary )。 


许多 研究 发 现在 许多 高 等 硝 椎 动物 早期 是 胎 的 垂体 
外 组 织 中 有 GH mRNA 的 合成 ， 例 如 在 鸡 中 枢 神 经 
系统 、 人 免疫 系统 以 及 其 他 垂体 外 组 织 (Harvey et 
a，2000)。 同 时 ， 在 鸡 的 神经 中 枢 和 免疫 组 织 中 
发 现 了 生长 激素 特异 性 受 体 的 存在 和 表达 (Hull et 
al，1996)。 因 此 Harvey et al (1998) 认为 ， 个 体 
发 育 早期 虽然 与 垂体 GH 无 关 ， 但 也 许 垂体 外 合成 
的 GH 以 旁 分 泌 或 自分 泌 的 作用 方式 来 促进 生物 体 
的 生长 发 育 和 分 化 。 同 时 在 猫 、 狗 的 乳腺 (Mol et 
a, 1996)， 新 生 儿 或 成 年 人 的 乳腺 (Mol et al， 
1995) 和 肺脏 (Allen et al，2000) 等 组 织 器 官 中 也 
发 现 GH 能 以 旁 分 洲 或 自分 泌 的 作用 方式 来 促进 其 
生长 发 育 。 

本 研究 运用 半 定 量 RT-PCR 技术 结合 Southern 
杂交 技术 ， 分 析 了 蓝 太 阳 鱼 生长 激素 在 其 各 组 织 中 
的 表达 。 已 有 的 研究 认为 ， 鱼 类 的 生长 激素 是 腺 垂 
体 合成 和 分 泌 的 ， 其 他 器 官 和 组 织 是 它 作 用 的 靶 器 


官 ， 其 作用 方式 为 典型 的 内 分 泌 激 素 作用 模式 。 本 
研究 发 现 ， 在 蓝 太 阳 鱼 垂体 外 组 织 中 ， 广 泛 地 存在 
着 生长 激素 的 合成 。 本 研究 以 管家 基因 18$ rRNA 
作为 内 部 参照 物 ， 得 到 了 各 组 织 的 相对 表达 量 。 发 
现在 6 月 龄 蓝 太 阳 鱼 中 ， 垂体 的 相对 表达 量 最 高 ， 
为 高 水 平 表达 的 组 织 ， 下 丘脑 、 性 腺 属于 中 等 水 平 
表达 的 组 织 ; 肌肉 、 鳃 、 肾 脏 、 心 脏 、 脑 为 低 水 平 
表达 的 组 织 。 同 时 发 现 ，6 月 龄 蓝 太阳 鱼 的 肌肉 组 
织 在 进行 Southern 杂交 后 出 现 两 条 带 ， 这 可 能 是 肌 
肉 组 织 中 的 CH mRNA 前 体 在 加 工时 由 两 种 不 同 的 
前 切 方 式 造 成 的 ， 或 者 分 别 编码 两 种 不 同 的 CH， 
故此 我 们 只 选择 与 其 他 组 织 中 CH mRNA 分 子 大 小 
一 致 的 片段 进行 定量 分 析 。 在 1 年 龄 蓝 太 阳 鱼 中 ， 
垂体 为 最 高 水 平 表达 组 织 ， 肌 肉 、 性 腺 为 中 等 表达 
水 平 , 鳞 、 脑 、 心 脏 、 肾 脏 、 肠 为 低 表达 水 平 。 对 
两 个 不 同 发 育 时 期 GH 的 表达 进行 比较 ， 发 现 两 个 
时 期 都 有 表达 的 组 织 是 垂体 、 性 腺 、 脑 、 肌 肉 、 
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鳃 、 心 胜 、 肾 脏 ;， 而 脾脏 、 有 肝脏、 胃 3 个 组 织 均 未 
检测 到 表达 。 此 外 ，6 月 龄 的 肠 道 组 织 未 检测 到 表 
达 , 但 1 工 年 龄 (性 成 熟 ) 时 却 检测 到 了 表达 ; 6 月 
龄 的 下 丘脑 检测 到 了 表达 ， 而 到 性 成 熟 期 时 却 检测 
不 到 表达 。 值 得 注意 的 是 ，6 月 龄 的 肌肉 组 织 的 相 
对 表达 量 为 低 水 平 表 达 ， 而 到 性 成 熟 期 时 相对 表达 
量 明 显 提高 ， 仅 次 于 垂体 的 相对 表达 量 。 我 们 推 
测 ， 这 可 能 是 因为 在 幼 鱼 期 垂体 中 GH 的 合成 和 分 
刻 非 常 旺盛 ， 通 过 GH 一 IGF 轴 刺 激 肝 脏 合成 的 
IGF 水 平 比较 高 ， 从 而 抑制 了 肌肉 细胞 中 GH 的 表 
达 ; 而 到 了 成 鱼 期 后 ， 垂 体 合成 和 分 泌 的 GH 水 平 
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